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RESUMO

FREITAS, Gabriela Duarte, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2024.
Diversidade microbiana, perfil fermentativo e estabilidade aerdbia de silagem
de milho inoculada com cepas de Lentilactobacillus buchneri em diferentes
periodos de armazenamentos. Orientador: Odilon Gomes Pereira. Coorientadora: Karina
Guimaraes Ribeiro.

Objetivou-se investigar os efeitos da inoculagdo com a cepa de L. buchneri 90.14,
obtida em condi¢des tropicais, e cepa de L. buchneri comercial, sobre a diversidade
microbiana fungica, caracteristicas fermentativas, perdas, estabilidade aerdbia e
composi¢ao quimica de silagens de milho planta-inteira, com diferentes tempos de
abertura dos silos ap6s a ensilagem. Foi utilizado um esquema fatorial 3x3 [dois
inoculantes (INOC) mais o controle e trés tempos de abertura (TA)], no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticées. Os inoculantes avaliados foram:
controle (CON; sem inoculante), Lalsil As, (Lallemand, Brasil), e, cepa de L. buchneri,
isolado 90.14 (LB 90.14). Os tempos de abertura foram: 20 (D20), 40 (D40) e 60 (D60)
dias. Houve efeito de TA para nitrogénio amoniacal (N-NHs) e &cido propiénico, com
maiores teores em D60. Houve efeito de TA e INOC para o teor de MS das silagens;
as silagens do D20 e D40 apresentaram maior teor de MS em relacdo a D60, com
mais altos teores nas silagens inoculadas. Houve efeito do inoculante para acido latico
(AL), &cido propidnico (AP) e carboidratos soluveis em agua (CHOS). Concentracdes
de AL foram menores para silagens inoculadas com cepa selvagem. Houve efeito de
interacao TAx| sobre as variaveis FDA, NIDA, amido, pH, bactérias do acido latico,
leveduras e acido acético. Apds sete dias de exposicao aerdbia, houve efeito de
interacado TAx| para todas as variaveis avaliadas, exceto para recuperagcado de matéria
seca (RMS), que foi afetada por local e por inoculante. O teor de matéria seca (MS)
nao foi afetado por nenhum dos fatores avaliados. As silagens inoculadas com o LB
90.14 apresentaram menor populacao de leveduras e de mofos e maior estabilidade
aerdbia. Houve maior diversidade e abundancia do grupo Candida ethanolica nas
silagens inoculadas. Conclui-se que a cepa LB 90.14 melhora a estabilidade aerdbia
de silagens de milho, portanto, apresenta potencial para a producao de silagens de
boa qualidade e possibilita a abertura do silo ap6s 20 dias de armazenamento.

Palavras-chave: Composicédo quimica; Metagendmica; Heterofermentativo.



ABSTRACT

FREITAS, Gabriela Duarte, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2024.
Microbial diversity, fermentative profile and aerobic stability of corn silage
inoculated with Lentilactobacillus buchneri Strains in different storage periods.
Adviser: Odilon Gomes Pereira. Co-advisers: Karina Guimaréaes Ribeiro.

The objective of this study was to investigate the effects of inoculation with the L.
buchneri 90.14 strain, obtained in tropical conditions, and the commercial L. buchneri
strain, on fungal microbial diversity, fermentative characteristics, losses, aerobic
stability and chemical composition of corn silages. whole plant, with different silo
opening times after ensiling. A 3x3 factorial scheme was used [three inoculants (INOC)
and three opening times (TA)], in a completely randomized design, with four
replications. The inoculants evaluated were control (CON; without inoculant), Lalsil As,
(Lallemand, Brazil), and L. buchneri strain, isolate 90.14 (LB 90.14). The opening times
were: 20 (D20), 40 (D40) and 60 (D60) days. There was an effect of TA for ammonia
nitrogen (N-NH3) and propionic acid, with higher levels in D60. There was an effect of
TEMP and INOC on the DM content of the silages; D20 and D40 silages had higher
DM content compared to D60, with higher levels in inoculated silages. There was an
effect of the inoculant for lactic acid (LA), propionic acid (PA) and water-soluble
carbohydrates (CHOS). LA concentrations were lower for silages inoculated with the
wild strain. There was a TAx! interaction effect on the variables FDA, NIDA, starch,
pH, lactic acid bacteria, yeast, and acetic acid. After seven days of aerobic exposure,
there was a TAxI| interaction effect for all variables evaluated, except for dry matter
recovery (RMS), which was affected by location and inoculant. The Dry Matter (DM)
content was not affected by any of the factors evaluated. Aerobic stability was greater
for silages inoculated with LB 90.14. Silages inoculated with isolate 90.14 showed a
lower population of yeast and mold. There was greater diversity and abundance of the
Candida ethanolica groups in the silage. It is concluded that the LB 90.14 strain
improves the aerobic stability of corn silages, therefore, it has potential to produce

good quality silages.

Keywords: Chemical composition; Metagenomics; Heterofermentative.
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1. INTRODUCAO

A ensilagem de culturas forrageiras consiste em um processo de conservagao
de alimentos em meio acido, devido a conversao de carboidratos solUveis em agua
(CHOs) em acidos organicos, os quais promovem a reducao do pH e conservacao do
material. De acordo com Kung Junior et al. (2018), o principal objetivo no processo de
ensilagem é conservar a forragem, com menores perdas possiveis, e que o produto
final se assemelhe ao material de origem.

A planta de milho (Zea mays L.) é a forrageira mais utilizada para ensilagem,
pois apresenta facilidade de plantio e manejo, alta producéo de matéria seca (MS) por
unidade de é&rea, satisfatorio valor nutritivo, adaptabilidade ao clima tropical,
adequados teores de MS e de CHOs ao atingir o ponto maturidade, além de possuir
baixa capacidade tampao, o que favorece o padrao de fermentacdao adequado no silo
(Filya & Sucu, 2010; Ferraretto & Shaver, 2015).

As perdas no processo de ensilagem podem acontecer durante o processo
fermentativo e ap6s a abertura devido a condicao aerébica. No milho as perdas pds
aberturas se destacam devido ao elevado valor nutricional destas. As leveduras sao
responsaveis por iniciar a deterioracao da silagem, como descrito por Wilkinson e
Muck (2019), ja que utilizam carboidratos residuais e acido latico como substratos para
seu crescimento. Assim, essas causam aumento de pH, temperatura e perdas de MS
na forma de CO2z e H20, além de permitir que outros microrganismos se desenvolvam,
como mofos, bacilos, bactérias do acido aceético, entre outros (Kung et al., 2018).
Silagens deterioradas apresentam redugcdo no valor nutritivo, diminuicdo da
aceitabilidade e consequente menor desempenho animal (Borreani et al., 2018;
Auerbach e Nadeau, 2020). Sendo assim tecnologias que permitam a diminuicao
destas perdas sao de suma importancia.

Em estudos realizados por Kung et al. (2021) e Muck et al. (2018), constataram
que o uso de inoculantes microbianos contendo Lactobacillus buchneri tém reduzido
as perdas decorrentes da deterioragdo aerdbia. Segundo de Heinl et al. (2012), as
bactérias do acido latico (BAL) sao classificadas como heterofermentativas
obrigatérias, sendo capazes de converter os carboidratos solluveis em agua (CHOs),
pela via da fosfocetolase, a acido latico, acético e etanol. Além disso, sdo capazes de
degradar o 4cido latico a acido acético e 1,2-propanodiol, em condi¢cdes anaerobias,
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0s quais, segundo Silva et al. (2018), podem inibir o crescimento de leveduras e assim,
preservar a qualidade nutricional da silagem quando exposta ao ar.

O uso de Inoculantes reduzir as perdas de nutrientes da forragem, reduz os
custos do produtor rural, aumentando taxa de recuperacao da silagem, diminui as
perdas de proteinas e energia das forragens, além de melhorar a digestibilidade das
fibras e a conversdo alimentar. Sem falar que o inoculante uso do reduz a formacéo
de acidos e gases nocivos no organismo dos animais. Em um estudo realizado em
Rabelo com silagens de milho inoculadas com bactérias acido-laticas, a aplicacéo de
BAL melhorou a composicao bromatolégica e digestibilidade in vitro.

A identificacdo de microrganismos através do seu DNA permite mais precisao
na classificacdo de comunidades microbianas, conhecer 0s microrganismos
presentes naquela silagem e assim conseguir ter mais precisdo no controle de
qualidade do alimento que sera fornecido para os animais, além de que por meio
desses microrganismos podemos selecionar cepas que serao capazes de trazer
beneficios a silagem e assim podendo lang¢ar novos inoculantes comerciais. A selegcéao
de novas cepas e o conhecimento de seus metabolismos, melhoram o entendimento
sobre as interacdes que ocorrem durante a fermentacdo. Conforme relatado Costa et
al. (2021), Guan et al. (2020), Silva et al. (2018), e Wang et al. (2018) ha crescente
numero de estudos sobre a triagem e os efeitos da utilizagcdo de novas cepas
bacterianas como inoculantes de silagens.

Para Gallagher et al. (2018) e McAllister et al. (2018), o0 avanco das tecnologias
de biologia molecular possibilitou o uso de técnicas para o estudo de microrganismos
ndo cultivaveis que estdo presentes em um dado ecossistema. Através da
identificacdo genémica (material genético), utilizando-se o DNA (&cido
desoxirribonucleico), é possivel obter com maior acuracia os microrganismos
presentes em um determinado ambiente.

Portanto, conhecer o microbioma de silagens pode contribuir para um melhor
entendimento de como as comunidades microbianas se desenvolvem e seus efeitos
na fermentacao da silagem. Segundo Tennant et al. (2017), uma melhor compreensao
destes processos, pode-se melhorar a qualidade e a estabilidade das silagens.

Outro ponto a ser analisado sdo os periodos de abertura de um silo. O tempo
de permanéncia da vedacao do silo tem que ser suficiente para que ocorra o processo
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de fermentacdo, com abaixamento do pH a niveis que impegcam o crescimento de
microrganismos indesejaveis (Pinto et al., 2007).

Dessa forma, a hipbétese para o presente estudo € que a inoculagao com a cepa
90.14 de L. buchneri pode melhorar o perfil fermentativo e aumentar a estabilidade
aerdbia da silagem de milho. Portanto, objetivou-se avaliar o efeito da inoculagdo com
a cepa 90.14 de L. buchneri, comparativamente a uma cepa de L. buchneri comercial
e a silagem controle, sobre a diversidade microbiana fangica, as caracteristicas
fermentativas, perdas, a estabilidade aerdbia e composicao quimica de silagens de

milho planta-inteira, com tempo de abertura dos silos com 20, 40 e 60 dias.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A pecuaria moderna tem como objetivo atender a crescente demanda por
alimentos da populacao mundial, que podera ser de nove bilhdes de pessoas, em
2050 (OECD/FAOQO, 2021). Nesse contexto, a criacdo de ruminantes em ambiente
pastoril € o sistema mais comum realizado em regides tropicais. No entanto, devido a
sazonalidade climatica, ocorre limitagdo no crescimento do pasto, principalmente das
gramineas durante a estacao de inverno, caracterizado como o periodo seco do ano
na regiao centro-sul do Brasil. Dessa forma, a conservacao de forragem por meio de
praticas, como fenagéo e ensilagem, sdo estratégias importantes na preservagéo de
alimentos para serem ofertados aos animais, durante o periodo de estiagem (Pahlow
et al., 2003; Daniel et al., 2019; Muck et al., 2020).

O clima tropical é caracterizado por altas temperaturas e elevado teor de
umidade, o que desfavorece a produgdo de feno de qualidade. Assim, o
armazenamento da forragem como silagem prevalece nessa regido (Silva et al., 2019;
Daniel et al., 2019). Essa técnica consiste na conservacao da forragem pela
fermentacdo latica espontanea, que ocorre em ambiente anaerdbio. As bactérias
acido laticas, principais microrganismos fermentadores, metabolizam os carboidratos
soluveis em agua (CHOs) presentes na planta, produzindo acidos organicos, com
destaque para o acido latico. Como resultado, o pH da massa ensilada é reduzido e a
forragem armazenada é preservada em meio acido (Weinberg & Muck, 1996; Pahlow
Et Al, 2003). Essa fermentacao também decorre de uma variedade de outros
microrganismos epifiticos, muitos dos quais sdo indesejaveis (McDonald et al., 1991;
Schmidt & Kung Jr., 2010).

O milho, é fonte de energia, em consequéncia do amido presente nos graos, e
de fibra fisicamente efetiva, proveniente da fracao vegetativa (Ferraretto et al., 2018).
Porém a silagem de milho apresenta tipicamente uma fermentacdo homolatica, com
baixa formacao de acido acético ou propidnico, 0s quais apresentam agao antifungica.
Por esse motivo e por apresentar grande disponibilidade de substratos, a silagem de
milho € propensa a deterioragao aerdbia, quando o silo € aberto, sendo este processo
iniciado principalmente por leveduras (Muck et al., 2018; O’Kiely e Muck, 1992). Por
esses motivos, existem alguns desafios no processo de producao de silagem de milho,

com destaque para a deterioragao aerdbia.
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De acordo com Kung Jr. et al. (2003), define-se estabilidade aerdbia como o
tempo observado em que a massa ensilada, apds a abertura do silo e de exposicédo
aerdbia, apresente aumento de 2°C acima da temperatura ambiente. A perda das
condicbes de anaerobiose gera alteragcées na populacdo microbiana, levando a
deterioracdo da silagem. O uso de CHOs e produtos da fermentacdo, por
microrganismos indesejaveis, podem causar aumento do pH e das perdas de MS na
forma de CO2, ocorrendo aumento da temperatura da silagem, iniciando-se assim a
deterioracao e reducéo do seu valor nutritivo.

A taxa de deterioracao varia entre os tipos de forragens ensiladas, pois provém
dos microrganismos presentes no material a ser ensilado e das circunstancias que
esses encontram para se desenvolverem ou serem inibidos (McDONALD et al., 1991;
Avila & Carvalho, 2020). Entre as silagens, a de milho, quando fermentada em
condicao espontanea, € particularmente mais susceptivel a deterioracdo aerdbia
(Ashbell & Weinberg, 1992; Kung Jr. et al., 1998), pois contém maior disponibilidade
de substratos (CHOs residuais e acido latico) para os microrganismos deteriorantes,
e menor quantidade de substancias inibidoras destes microrganismos (CAl et al.,
1999). Assim, o aumento de acidos organicos, como o acético e propiénico, poderia
prolongar a estabilidade aerdbia, pois estes sao inibidores de microrganismos
deteriorantes (Moon, 1983).

As leveduras assimiladoras de &cido latico e de CHOs s&o responsaveis por
iniciar a deterioracao aerdbia nas silagens (Pahlow et al., 2003). Assim que a massa
ensilada é exposta ao ar, esses microrganismos crescem, e, concomitantemente, a
temperatura e o pH da silagem aumentam, proporcionando ambiente favoravel ao
desenvolvimento de outras bactérias e de fungos filamentosos, consequentemente,
promovendo aquecimento e deterioracao da silagem (Kung Jr. et al., 2018).

Nesse contexto, pesquisas sdao desenvolvidas a fim de melhorar a qualidade
da silagem e aumentar a estabilidade aerobia. Wilkinson & Muck (2019) afirmaram
que um dos principais empecilhnos no processo de ensilagem ocorre na colheita,
quando a fermentagao posterior pode ser influenciada pelo tamanho de particula ou
pelo uso de inoculantes. Assim, os inoculantes microbianos sado os aditivos mais
utilizados na atualidade, devido serem aditivos naturais e ndo apresentam riscos a
saude humana e animal, além de nao provocar a corrosao de equipamentos ou

contaminagdo do solo e da agua, (Kung Jr. et al., 2003; Guo et al., 2022). Seu uso
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podera modular a fermentacédo durante o processo de ensilagem, gerando produtos
metabolicos finais desejaveis (principalmente acido latico) na silagem, que contribuam
para a preservacao do material e inibicao de microrganismos indesejaveis (Oliveira et
al. 2017; Muck et al. 2018).

O uso de inoculantes microbianos na ensilagem tende a preservar o valor
nutritivo, reduzir as perdas de MS, de protedlise e a deterioracao aerdbia da silagem,
com subsequente potencial de melhorar o desempenho animal (McDonald et al., 1991;
Kung Jr. et al., 2003; Mceniry et al., 2007; Oliveira et al., 2017). Alguns inoculantes
microbianos comerciais para silagem de milho s&do encontrados no mercado, sendo
esses compostos por bactérias do acido latico (BAL) homo ou heterofermentativas
(Tabacco et al., 2011). Muitas espécies de BAL tém sido avaliadas como inoculantes
microbianos para silagem de milho. As espécies mais comuns sdo Lactiplantibacillus
plantarum  (heterofermentativo  facultativo) e  Lentilactobacillus  buchneri
(heterofermentativo obrigatério), sendo este ultimo mais eficiente em aumentar a
estabilidade aerdbia da silagem (Oude Elferink et al., 2001).

As BAL heterofermentativas obrigatorias possuem crescimento mais lento e
sdo conhecidas pelo amplo desenvolvimento nas ultimas fases de fermentacao,
produzindo maiores concentracbes de acido acético, o qual age na inibicdo do
crescimento de fungos e leveduras (Hu et al., 2009; Santos et al., 2016), aumentado
a estabilidade aerdbia das silagens (Kleinschmit & Kung Jr., 2006; Santos et al., 2016;
Bernardi et al., 2019). O uso de BAL heterofermentivas obrigatérias podem elevar as
perdas de MS devido a rota metabdlica utilizada por elas. Entretanto, essas perdas
durante a fermentacdo sdo minimas (£ 1% MS) e compensadas pela maior
estabilidade aerébia (= 35 h), em silagens de milho inoculadas (Kleismith & Kung Jr.,
2006; Muck et al., 2018; Arriola et al., 2021).

O L. buchneri € uma BAL heterofermentativa obrigatéria capaz de modular o
perfil fermentativo das silagens (Kleinschmit & Kung Jr., 2006). Por ndo possuir a
enzima acetaldeido desidrogenase, responsavel pela redugdo de acetoaldeido a
etanol, favorece o aumento na producdo de acido acético. O aumento das
concentracbes de acido acético acontece também por intermédio da conversao
anaerobia do acido latico em acido acético, produzindo também 1,2-propanodiol,
etanol e CO2. O 1,2-propanodiol pode ainda ser convertido em propanol e acido
propiénico (Oude Elferink et al., 2001; Heinl et al., 2012). Assim, o &cido acético possui

15



acao antifungica maior que o 4cido latico, resultante da diferenca de pKa entre eles, e
ird inibir o desenvolvimento de mofos e leveduras presentes na silagem (Moon, 1983;
Oude Elferink et al., 2001). Além de melhorar a estabilidade aerébica, algumas cepas
de L. buchneri sdo capazes de produzir esterase de acido ferulico, com capacidade
de aumentar a digestibilidade da fibra da silagem (Jin et al., 2017).

Em estudo realizado por Tavares (2021), avaliou-se, em silagens de milho com
ou sem inoculante bacteriano, avaliando a sua composicado quimica e microbiolégica,
as perdas fermentativas e a estabilidade aerobia, utilizando-se o inoculante Pioneer®
11C33, composto de cepas de Lactobacillus buchneri e Lactobacillus plantarum.
Verificou-se que o uso deste inoculante, foi eficiente em preservar nutrientes da
silagem e promover aumento na estabilidade aerdbia, principalmente em silagens com
ponto mais avang¢ado de colheita.

Outro estudo com a mesma tematica, realizado por Comino et al., (2014),
observaram que a inoculagdo com L. buchneri quase dobrou a producao de &cido
acético, em comparagdao com silagens nao tratadas em diferentes estagios de
maturidade (< 370g/kg de MS). Porém, independentemente do tratamento, a
populacédo de leveduras se reduziu abaixo do limite de deteccao, quando o teor de
acido acético foi maior que 25g/kg de MS e, por conseguinte, a estabilidade aerdbia
da silagem aumentou (> 200h) em relacao ao tratamento controle.

Nesse contexto, a compatibilidade entre a planta forrageira e 0 microrganismo
inoculado favorece o uso bem-sucedido do inoculante microbiano em silagens (Muck,
2012). De acordo com Drouin et al. (2019) e Guo et al. (2022), apesar da eficacia dos
inoculantes microbianos temos que ter em mente que essa acéo pode ter interferéncia
a depender do tipo de inoculante, da sua atividade biolégica, taxa de aplicacao, tipo
de forragem, teor de MS, composicao quimica, dentre outros fatores.

Com base em estudos realizados em condi¢des tropicais em silagens de cana-
de-agucar, milho e leguminosas (Silva et al., 2018; Agarussi et al., 2019; Silva et al.,
2020; Agarussi et al., 2022), a inoculagdo com cepas de BAL, obtidas em condigcdes
tropicais, promoveu melhorias significativas, comparada com os efeitos dos
inoculantes comerciais que foram desenvolvidos em condi¢bes temperadas.

Entretanto, esses estudos em silagem de milho s&o de grande importancia.
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3. MATERIAI E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Forragicultura e de
Microbiologia de Silagem do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), em Vigosa, localizada na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais,
Brasil, na latitude Sul de 20°45’ e longitude Oeste de 42° 52’, com altitude média de
657 m. O clima é do tipo Cwb, segundo a classificacdo proposta por KOPPEN, com
precipitacdo média anual de 1341 mm. Os valores de precipitagao pluviométrica diaria,
temperatura minima, média e maxima mensal, durante o periodo de cultivo, estdo

apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Dados climaticos durante o cultivo de milho de novembro de 2018 a marco de 2019. Fonte:
Boletim Meteoroldgico da Universidade Federal de Vigosa (2021).

3.2 Delineamento experimental

Foi utilizado o esquema fatorial 3 x 3 [trés inoculantes (INOC) e trés tempos de
abertura do silo (TA)], no delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. Os inoculantes foram: controle (CON, sem inoculante), inoculante
comercial, Lalsil As, L. buchneri CNCM 1-4323, Lallemand Animal Nutrition®, Brasil
(LALSIL)] e cepa de L. buchneri, isolado 90.14 (LB 90.14). Os tempos de abertura do
silo foram: 20 (D20), 40 (D40) e 60 (D60) dias.
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3.3 Preparo dos inoculantes microbianos

3.3.1 Cepa selvagem

A cepa de L. buchneri 90.14, utilizada nesse estudo, pertence a colecéo de
culturas do Laboratério de Microbiologia da Silagem do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Vigosa. A cepa foi isolada previamente em estudos com
silagens de sorgo forrageiro. As sequencias da cepa selvagem foram depositadas no
GenBank com o seguinte numero de acesso: L. buchneri 90.14/MH936314.1.

A cepa, previamente estocada a -80 °C, foi cultivada em caldo MRS, durante
16 horas. Em seguida, foi realizado o plagueamento em meio MRS &gar (DifcoTM
Lactobacilli MRS Agar, Detroit, Ml, USA) e determinado o numero de unidades
formadoras de colénia (UFC). Com base na contagem, foi realizado os calculos para
determinar o volume de meio necessario para atingir a taxa de aplicacdo de 1 x 10°
UFC g'. A cultura ativa foi submetida a centrifugagéo (1000 g x 10 minutos, 4 °C), e,
imediatamente apos, o sobrenadante foi eliminado e o sedimento de células obtido foi
ressuspendido em 50 mL de 4gua destilada, de acordo com Silva et al. (2020).

3.3.2 Inoculante comercial

O inoculante comercial usado foi o Lalsil As (L. buchneri CNCM 1-4323;
Lallemand, Brasil). A mesma quantidade de agua utilizada no preparo das cepas
selvagens (50 mL) foi usada para a reidratacao do inoculante comercial.

O inoculante comercial também foi ajustado para aplicagdo na taxa de 1 x 108
UFC g' de forragem, com base na matéria natural. A taxa foi ajustada pela
determinacao prévia da populagédo de bactérias laticas presentes no inoculante, com
0 uso da contagem de bactérias laticas em placas, utilizando-se o meio MRS &gar.

3.4 Cultivo, ensilagem do milho e abertura dos silos

O milho Hibrido LG 6030 PRO2 foi cultivado em Vigosa (20°45’S e 42° 52'W),
na UEPE-Forragicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa.

O solo foi caracterizado como Latossolo vermelho-amarelo distréfico, textura

média a argilosa (SBCS, 2018), preparado, corrigido e adubado conforme resultado
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de andlise quimica (Tabela 1) e exigéncia nutricional do milho. A adubacéo e os tratos
culturais foram realizados conforme as recomendacgdes do Manual de cultivo agricola
(52 Aproximagao) para o estado de Minas Gerais, Brasil (Ribeiro et al., 1999).

A semeadura do milho foi realizada em 14 de novembro de 2018, aplicando-se
27 kg da formula 08-28-16 de NPK.

Tabela 1. Resultados da analise quimica do solo

P K Car Mg~ H+Al _SB V
Local pH ----mg/dm3----  -eeeeeeeeeee- cmole/dm?---------- %
L1 5,4 2,2 123 1,94 0,79 4,29 3,04 415

pH em &gua, KCL e CaClzrelagao: 1: 2,5. SB: soma de bases. V: saturagao por bases

O milho foi colhido manualmente, para ensilagem, quando apresentava
aproximadamente 30% de matéria seca, em 14/03/2019. Apos a colheita, os materiais
foram transportados ao Departamento de Zootecnia da UFV, onde foram triturados
em maquina forrageira estaciondria (modelo PN Plus 2000, Nogueira S.A., Sdo Joao
da Boa Vista, Brasil), em tamanho médio de particula de 1,5 cm.

O material triturado foi dividido em pilhas de 10 kg cada (total de 36 pilhas),
para a aplicagdo dos inoculantes, e, cada pilha foi ensilada em um balde. O inoculante
foi diluido em 50 mL de agua destilada e as pilhas foram tratadas individualmente,
sendo o inoculante aplicado com auxilio de borrifadores manuais. O mesmo volume
de agua destilada foi aplicado no tratamento controle.

O material foi ensilado em baldes plasticos de 10 L de capacidade, previamente
pesados (peso vazio), e compactado manualmente, adotando-se densidade média de
550 kg/m3. Os baldes foram vedados, pesados (peso cheio inicial) e armazenados a
temperatura ambiente até o momento da abertura. Os silos foram abertos apés 20, 40
e 60 dias de armazenamento.

No dia da abertura dos silos, os baldes foram novamente pesados (peso cheio
final) e, em seguida, foram abertos. Apés homogeneizag¢ao, amostras foram coletadas
para a avaliacdo de composicdo quimica, perfil fermentativo e populacdes
microbianas. Para a avaliacao da estabilidade aerdbia, 2 kg de silagem retornaram
para seu respectivo balde. Uma segunda amostra foi usada para avaliacdo da
composigao quimica. Da mesma forma, outra amostra, de 25 g, foi usada para
avaliagao do perfil fermentativo e das populagées microbianas das silagens apés a
exposicao ao ar.

19



3.5 Perfil fermentativo e populacdes microbiana

As andlises referentes ao perfil fermentativo e a contagem das populacdes
microbianas foram realizadas na forragem in natura e nas respectivas silagens. Para
isso, foi obtido um extrato aquoso, a partir de 25g de amostra homogeneizada em 225
mL de solugéo estéril (Ring Solution®, Oxoid), por 1 min., em liquidificador industrial.
O extrato aquoso obtido foi filtrado em camada dupla de gaze estéril e, imediatamente
apos, foi mensurado o pH, com o auxilio de um potencidmetro digital (Tecnal, SP,
Brazil).

Uma aliquota de 15 mL do extrato aquoso foi acondicionada em tubos contendo
1 mL de &cido sulfurico 50%, e armazenada em freezer a -20°C, para posteriores
analises de carboidratos soluveis (CHOs, Nelson, 1944), nitrogénio amoniacal (N-NHs,
Okuda et al., 1965) e acidos organicos. Para a quantificacao de acidos organicos, as
amostras foram tratadas com hidréxido de célcio e sulfato cuprico e analisadas de
acordo com metodologia descrita por Siegfried et al. (1984). Utilizou-se o equipamento
Waters alliance e€2695 com Detector PAD 2998 (photodiode array detector), em
sistema de separacdo, constituido de coluna de reversa C18 ODS 80A (150x4,6
mmx5 um). As condigbes de analise foram: Fase movel isocratica constituida de 100%
de solucao aquosa de fosférico, pH 2,35-2,55, temperatura do forno de 50 +/- 2 °C,
volume de injegdo de amostra de 20 microlitros, tempo de corrida de 20 minutos e
detector com comprimento de excitacao de onda em 210 nm.

Uma segunda aliquota do extrato aquoso foi submetida a diluicdes seriadas,
variando de 10" a 107, para contagem da populagédo microbiana. O plaqueamento foi
realizado pela técnica pour plate em placas de Petri estéreis. A populacdo de BAL foi
determinada em meio agar MRS (Difco™ Lactobacilli MRS Agar, Detroit, MI, USA) e
as placas foram incubadas a 37°C, por 48 h. O cultivo de enterobactérias foi realizado
em meio VRB agar (Violet Red Bile Agar, Detroit, MI, USA) e incubadas a 37°C, por
24 h. Mofos e leveduras foram cultivados em meio DRBC &gar (Dichloran Rose bengal
Agar base, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra) a 25°C, por 120 h e 72 h, respectivamente.
Foram consideradas passiveis de contagem, as placas contendo entre 30 e 300 UFC.
Para avaliacdo e interpretacdo dos dados referentes a contagem microbiana, os
resultados obtidos foram convertidos para base logaritmica (Logio UFC).
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3.6 Analises quimicas

Amostras da forragem antes da ensilagem e da silagem foram submetidas a
secagem em estufa com ventilacao forgcada de ar, a 55°C, por 72 horas, e moidas em
moinho de facas (Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com peneira de 1 mm.
Posteriormente, as amostras foram analisadas quanto aos seus teores de matéria
seca (MS, método 934.01), matéria mineral (MM, método 942.05), proteina bruta (PB,
método 984.13) e fibra em detergente acido (FDA, método 973.18), conforme AOAC
(1990). As concentracoes de fibra em detergente neutro (FDN) foram determinadas
com a adicdo de a— amilase termoestavel, sem a utilizacdo de sulfito de sddio,
conforme Van Soest et al. (1991), modificado por Senger et al. (2008) para autoclave.
O teor de amido foi obtido pelo método de Silva et al. (2019) e foram avaliados os
teores de nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA) (Licitra et al., 1996).

3.7 Estabilidade aerdbia

Os baldes com as amostras para avaliagdo da estabilidade aerdbia foram
armazenados em sala com temperatura controlada (x 24°C). Um data logger foi
inserido no centro da massa de silagem, em cada balde, para que a temperatura fosse
registrada, a cada 10 min, por sete dias. Dois data loggers foram distribuidos na sala,
para mensuragado da temperatura ambiente. A estabilidade aerdbia foi definida como
0 numero de horas que a silagem permaneceu estavel, antes da temperatura subir
2°C acima da temperatura ambiente (Kung et al., 2021).

Ao final dos sete dias de exposicdo aerdbia, os baldes foram novamente
pesados e a silagem foi homogeneizada e amostrada para mensuracao do pH,
estabilidade aerdbia, RMS (recuperag¢do da matéria seca) e quantificacdo dos teores
de CHOs e de acidos organicos e das populacées de leveduras e mofos, como

previamente descritos.

3.8. Recuperacao de matéria seca

Para a estimativa da recuperacao de MS da silagem, os baldes foram pesados
a ensilagem (peso inicial), apés os dias de armazenamento (peso final). A
recuperagao de MS foi calculada segundo Jobim et al. (2007), usando a equagao:
RMS = MSab/MSfe x 100, onde: RMS = recuperacdao de matéria seca (%); MSab =
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matéria seca da silagem na abertura (quantidade de silagem em kg x % MS); MSfe =

matéria seca da forragem no fechamento (quantidade de forragem em kg x % MS).

3.9 Extracao, purificacao e sequenciamento de DNA

Uma terceira aliquota do extrato aquoso associado a planta (caracterizacao) e
a silagem (20, 40 e 60 dias de armazenamento) foi utilizada para extracdo do DNA,
visando reconhecer a diversidade microbiana fungica desses materiais. A extragcéo de
DNA seguiu o0 método manual de extracao, protocolo desenvolvido pela Neoprospecta
Microbiome Technologies® (Florianépolis, SC, Brasil), por meio do uso de solucdes
tampodes e beads magnéticas.

O reconhecimento de fungos foi realizado utilizando-se o sequenciamento de
alto desempenho da regido ITS1 dos DNAs extraidos. O preparo das bibliotecas
seguiu um protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi
realizada a amplificagdo com primers para a regiao ITS1, primer ITS1
(GAACCWGCGGARGGATCA, doi: 10.1016/j.s0ilbio.2013.05.014), e, primer ITS2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC, doi: 10.1016/B978-0-12-372180-8.50042-1). As
bibliotecas foram sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing
System (lllumina Inc., USA) e o kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end.
As sequéncias foram analisadas por meio do pipeline Sentinel.

No pipeline Sentinel, os arquivos fastQ foram avaliados quanto a
qualidade Phred (QP), usando-se o programa FastQC v.0.11.8 (Andrews, 2010). As
reads foram submetidos ao Cutadapt (REF), para a remog¢do do primer F
(GAACCWGCGGARGGATCA) para empregado para a regido ITS1. Apenas esse
primer foi removido, por ser fonte de variacao entre as sequéncias e apresentar melhor
desempenho nos testes de remocao de primers (incluindo o primer R). As reads com
primers removidos foram submetidas a pipline USEARCH, com o algoritmo UNOISE
(https://www.drive5.com/usearch/manual/ex_miseq_its.bash), para a obtencdo da
tabela de Operational Taxonomic Unit (OTU). A classificacao taxondmica foi realizada
utilizando a USEARCH/UTAX reference datasets \Y 10.05.2021
(https://unite.ut.ee/repository.php).

3.10. Analise estatistica
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Os dados foram analisados por intermédio do procedimento GLM do SAS 9.4
(SAS System Inc., Cary, NC, USA). Os inoculantes, os tempos de abertura dos silos
e a interagcao entre os fatores, foram consideradas efeitos fixos no modelo:

Yijk = p + TAi + lj + (TAxI)ij + eijk

Onde, Yijk = varidvel dependente; y = média geral; TAi = efeito do tempo de
abertura i; |j = efeito de inoculante j; (TAxl)ij = interag&o entre os fatores i e j; eijk =
erro aleatério, assumindo uma distribuicdo normal independente (NID), (0; 02).

A homogeneidade das variancias entre os tratamentos foi assumida e assim as
variaveis referentes ao perfil fermentativo, populagdo microbiana e composicao qui-
mica foram submetidas a analise de variancia. As médias foram comparadas pelo
teste Tukey, considerando-se 0,05 como nivel critico para ocorréncia do erro tipo |.

Para avaliagdo dos dados de diversidade microbiana, nas combinagbes que
apresentaram significancia estatistica no teste ANOVA, foi empregado o teste Tukey,
para realizar as comparacgdes pareadas, usando-se a fungao glht {multcomp (Bretz et
al., 2011)}, em ambiente R (R Core Team, 2018). Um estudo de abundéancia diferencial
dos taxons for realizado. Para isso, o Microbiome Analyst foi empregado no ambiente
R, para a obtencao do objeto com formato adequado para o pacote phyloseq, seguido
das analises de acordo com a pipeline (McMurdie e Holmes, 2013). Com isso, ASVs
que tiveram log2(fator de correg¢éao) > 1,5 ou < 1,5 e P-valor < 0,05, foram consideradas
com abundancia diferencial entre as condicbes comparadas e destacadas no volcano
plot. Nas comparacdes de estagios fenoldgicos, um P-valor mais restringente foi em-
pregado (0,001).
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4. RESULTADOS

4.1. Forragem antes da ensilagem
A composigao quimica e a populagado microbiana do milho planta-inteira, antes

da ensilagem, estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo quimica (g kg™' MS), populagédo microbiana (log UFC g') e pH
da planta de milho antes in natura

INOCULANTES
ltens CON LALSIL LB 90.14
MS (g kg™' MN) 302,0 305,7 301,3
PB 77,15 72,50 73,45
FDN 612,25 623,81 623,81
FDA 243,55 275,28 240,18
Amido 26,89 25,26 23,58
CHOs 16,34 15,56 15,50
pH 5,29 5,24 5,22
Populagoes microbianas (log UFC g7)
BAL 7,14 7,10 7,29
Enterobactérias 7,31 7,18 7,44
Leveduras 6,81 6,45 6,52
Mofos 6,09 6,43 6,45

a MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA:
Fibra em detergente acido; Amido; CHOs: Carboidratos soluveis e BAL: Bactérias do &cido latico.

4.2. Composicao quimica, perfil fermentativo e populacao microbiana das
silagens

Houve efeito de interacdo TAxI (P<0,05) sobre as variaveis FDA, NIDA, ami-
do, pH, populagédo de BAL, leveduras e acido acético (Tabela 3). As variaveis MS e
acido propidnico foram afetadas pelos TA (P<0,05) e INOC (P<0,05), enquanto CHOS
e acido latico foram influenciadas apenas por INOC (P<0,05). A MM, PB, FDN e PMS

nao foram afetadas (P>0,05) por nenhum dos fatores estudadas.

Tabela 3. P-valor e coeficiente de variagao (CV) de composigao quimica, perfil fer-
mentativo, populagdes microbianas e pH de silagens de milho com diferentes tempos
de abertura do silo e inoculantes

P-valor ©
ltem?2 TA Inoculante TAxInoculante cv
Composicao quimica
MS 0,0002 0,0006 0,3130 2,077
MM 0,6057 0,9713 0,6700 2,217
PB 0,7007 0,6946 0,5532 3,726
FDN 0,8073 0,2389 0,6647 4,576
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FDA <0,001 0,0006 <0,001 2,089

NIDA 0,0005 0,0810 0,0020 3,442
Amido <0,001 0,1351 0,0421 10,581
CHOs 0,0539 <0,001 0,3286 5,011

Perfil fermentativo

N-NHs 0,0045 0,7237 0,2005 18,590
Acido latico 0,5384 <0,001 0,4291 13,194
Acido Acético 0,0001 <0,001 0.0579 16,386
Acido Propi6nico 0,0215 0,2406 0,5937 5,175

pH <0,001 <0,001 0,0376 1,030

PMS 0,0653 0,1757 0,2357 6,312

Populag¢des microbianas

BAL 0,0772 <0,001 0,0572 3,802

Leveduras 0,0133 <0,001 0,0480 12,07

a MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA:
Fibra em detergente acido; NIDA: nitrogénio insolivel em detergente acido; CHOs: Carboidratos soli-
veis, N-NHs: Amonia expresso em N total; PMS: perdas de matéria seca e BAL: Bactérias do acido
latico.

b Probabilidade de efeito de tempos de abertura (TA), de inoculantes e de interagdo TAxI.

Os desdobramentos dos resultados das variaveis afetadas por TA x inoculante
encontram-se na Tabela 4. Aos 20 dias, observou-se menor teor de FDA para a sila-
gem LALSIL comparada com inoculada com LB 90.14. Ja no D40 E D60 nao ouve
diferencga entre os tipos de inoculantes utilizados e no tratamento controle. Ja quando
comparamos o0s tempos de abertura os tratamentos controlem e LB 90.14 nao tiveram
diferenca independente do periodo de abertura, o tratamento LALSIL teve menor taxa
de FDA no D20. (Tabela 4).

O teor de NIDA, no periodo de D40, as silagens nao apresentaram diferenca
entre elas independente do inoculante utilizado, ja no D20 os valores de NIDA foram
maiores no tratamento controle e LB 90.14, e no D60 os valores de NIDA foi maior na
silagem controle. A silagem LB 90,14 independe do periodo de abertura ndo a apre-
sentou diferenca significativa, ja a LALSIL proporcionou maiores valores no D40, nao
tendo diferenga significativa com o D60, no entanto a silagem controle apresentou teor
maior de NIDA no D20 (Tabela 4).

Foi observado que o teor de amido na silagem no D20 e D60 nao houve dife-
rencas entre as silagens inoculada ou ndo inoculadas, em contrapartida as silagens
no D40 apresentaram maior teor de amido quando utilizado o inoculante isolado em
nosso laboratério. Quando analisamos o tempo de abertura das silagens, os teores
de amido foram maiores em todos os tratamentos no D60 (Tabela 4).
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Observou-se os maiores pH na silagem inoculada com LB 90.14 em todos os
periodos de abertura, exceto no D20 que o pH foi maior tanto na LB 90.14 e no CON.
Quando analisado o tempo de abertura todos os tratamentos exibiram maiores valores
no D40 e D60 (Tabela 4).

Foram registradas maiores populacdes de BAL para a silagem inoculadas com
LB.90,14 em todas as aberturas, exceto em D60, onde a populagdo desse grupo mi-
crobiano foi semelhante a da silagem inoculada com o inoculante comercial (Tabela
4). Observou-se reducao das BAL com aumento dos tempos de abertura, quando uti-
lizado a cepa selvagem, ja nos demais tratamentos nao observamos diferenga quanto
aos diferentes tempos de abertura.

A menor populagao de levedura foi na para a silagem LB 90.14, aos 60 dias de
fermentacdo (Tabela 4). Independente do tempo de abertura, as silagens LB 90.14
apresentaram menor populacdo de leveduras em relagao ao controle.

Quando observamos os teores de acido acético os maiores valores foram apre-
sentados pelas silagens inoculadas com LB.90,14 em todos os periodos de aberturas,
No tratamento CON e LALSIL independente do periodo de abertura ndo foi houve

diferencga estatistica, ja no LB 90.14 a taxa de acido acético foi maior D60 (Tabela 4).

Tabela 4. Composicdo quimica, perfil fermentativo e populacdo microbiana de sila-
gens de milho de diferentes tempos de abertura e inoculadas com diferentes cepas
de L. buchneri

TAP
Inoculante 2 D20 D40 D60
FDA°C (g kg™' MS)
CON 228,50 Aa 234,00 Aa 232,40 Aa
LALSIL 117,21 Bb 224,32 Aa 232,40 Aa
LB 90.14 239,62 Aa 222,30 Aa 247,45 Aa
NIDA® (g/kg MS)
CON 0,6250 Aa 0,6075 Ab 0,6025 Ab
LALSIL 0,4250 Bb 0,5775 Aa 0,4375 Bab
LB 90.14 0,6150 Aa 0,5725 Aa 0,4650 Ba
Amido
CON 22,45 Ab 20,83 Bb 27,33 Aa
LALSIL 21,69 Ab 23,49 Bb 29,72 Aa
LB 90.14 22,48 Ab 26,98 Aab 27,72 Aa
pH
CON 3,52 ABb 3,68 Ba 3,62 Ba
LALSIL 3,49 Bb 3,70 Ba 3,65 Ba
LB 90.14 3,62 Ab 3,85 Aa 3,85 Aa

BALc (log UFC g)
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CON 7,71 Ca 7,11 Ca 7,67 Ba

LALSIL 9,19 Ba 9,12 Ba 9,10 ABa

LB 90.14 9,77 Aa 9,55 Ab 9,13 Ac
LEVc (log UFC g)

CON 6,09 Aa 5,82 Aa 5,77 Aa

LALSIL 5,06 Aa 4,32 Bab 3,55 Bb

LB 90.14 3,47 Ba 4,01 Ba 3,24 Bb
Acido acético (%)

CON 2,35 Ba 2,16 Ca 2,59 Ca

LALSIL 2,71 Ba 3,65 Ba 4,45 Ba

LB 90.14 4,47 Ab 5,82 Ab 6,45 Aa

aCON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.

bPeriodo de abertura, 20 dias; 40 dias e 60 dias ap6s a ensilagem.

¢ fibra em detergente acido; NIDA: nitrogénio insollvel em detergente acido; BAL: bactérias do acido
latico e LEV: leveduras.

Letras iguais mindsculas na linha e mailsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05
de probabilidade para o erro tipo I.

Foi observado (Tabela 5) maior teor de MS para a silagem inoculada com LA-
SIL comparado com LB 90.14. Os maiores teores de MS também foram observados
com D20 e D40. Em relacao ao teor de N-NHS3, verificou-se o maior valor na silagem
no D60.

Observou-se os maiores valores de CHOs para silagem CON quando compa-
rada com a silagem inoculada com 1090.14. Maiores concentracdes de acido latico
foram observadas para a silagem CON, as menores concentracoes foram observadas
nas silagens LB 90.14. Para os teores de acido propibnico, nos diferentes tempos de
abertura, o maior valor foi encontrado no D20 (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito de tempo de abertura e de Inoculante sobre a composicao quimica,
perfil fermentativo (g kg"'MS) e populacdo microbiana (log UFC g') de silagens de
milho com diferentes tempos de abertura e tratadas com diferentes cepas de L. bu-

chneri
Inoculante ° TAC

Itens @ CON LALSIL LB 90.14 D20 D40 D60
MS 286,48 ab 289,58a 279,08 Db 289,41a 28751a 278,23b
MM 51,59 51,50 52,08 53,22 51,10 50,85
PB 70,47 70,85 71,39 70,79 71,41 70,52
FDN 540,00 527,82 556,81 547,56 536,77 540,30
N-NH3 4,53 4,76 4,80 423b 4,43 b 5,44 a
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CHOs 1,74 a 0,82 ab 0,40 b 1,29 0,86 0,82

PMS 5,95 5,09 8,17 4,35 6,45 8,41
AL 8,97 a 7,58 b 5,09¢ 7,46 7,09 7,07
AP 2,79 2,09 1,88 3,19a 1,89 b 1,68 b

*MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; PB: Proteina Bruta, FDN: Fibra em detergente neutro; CHOs: Carboi-
dratos soldveis, PMS: perdas de matéria seca; AL: Acido latico e AP: Acido propidnico.

® CON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.

¢Periodo de abertura, 20 dias; 40 dias e 60 dias apds a ensilagem.

Letras iguais minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05 de probabilidade.

4.3. Estabilidade aerdbia
Foi observado efeito da interagcdo TAx| para todas as variaveis avaliadas, ex-
ceto para RMS, que foi afetada por tempos de abertura e por inoculantes. O teor de

matéria seca nao foi afetado por nenhum dos fatores avaliados (Tabela 6).

Tabela 6. P-valor e coeficiente de variacao (CV) das variaveis matéria seca, perfil
fermentativo, pH, estabilidade aerdbia e populagdes microbianas de silagens de milho
de diferentes tempos de abertura inoculadas com diferentes cepas de L. buchneri,
apos sete dias de exposicéo aerdbia

P-valor ®

ltens 2 TA Inoculante TAxInoculante cv

MS 0.3871 0.3491 0,4383 13,22
CHOs 0.4880 0,0115 0,0055 3,69
Acido latico 0,033 0,0007 0,0090 5,99
Acido acético 0,0013 <0,001 0,0002 4,98
Acido Prop. 0,0005 0,0310 0,0073 9,98
pH 0.0084 <0,001 0.0002 11,56
RMS 0.0004 <0,001 0.1715 3,32
Mofos <0,001 <0,001 <0,001 3,11

EA 0.0002 <0,001 <0,001 18,36
Leveduras <0,001 <0,001 <0,001 7,90

a MS: Matéria Seca; CHOs: Carboidratos residuais; Acido prop.: acido propidénico; RMS: Recuperacao
de matéria seca; EA: Estabilidade aerébia.
b Probabilidade de efeito de abertura, inoculante e de interagdo TAxl.

Comparando-se os inoculantes, observou-se que nao houve quebra da estabi-
lidade aerdbia das silagens que foram utilizadas a cepa LB 90.14, independente do
tempo de abertura (Tabela 7). O tratamento controle teve menor estabilidade aerdbia
em todos os tempos de abertura e o tratamento LALSIL n&o houve quebra da estabi-

lidade aerdbia no D60.

28



Os valores de pH, ap6s a exposicao aerdbia, foram menores que 4 nas silagens
que nao tiveram a EA quebrada, ou seja, em todas os periodos de abertura do LB
90.14 e no D60 do LALSIL (Tabela 7).

Os teores de CHOs no D60 independente do inoculante utilizado ndo apresen-
tou diferencga significativa entre eles, no D20 os maiores teores foram apresentados
quando utilizados o inoculante LB 90.14 e no D40 os maiores teores foram nas sila-
gens inoculadas. O tratamento controle exibiu maior taxa de CHOs no D40, o LALSIL
no D40 e D60, ja o LB 90.14 apresentou maiores teores no D20 e D40 (Tabela 7).

Também foi observada (Tabela 7) que a maior populagéo de leveduras nas
silagens CON, em todos os tempos de abertura. As menores populacao de leveduras
foram nas silagens que nao tiveram a EA quebrada (todas os periodos de abertura do
LB 90.14 e no D60 do LALSIL)

ApoGs sete dias de exposicao aerdbia, as concentracdes de acido latico para a
silagem LB 90.14 nao diferiram independente do periodo de abertura, ja a LALSIL teve
maior concentracdo de acido latico no D40 e D60 e o tratamento CON no D60. No
D20 a maior concentracao desse acido foi quando utilizado a cepa selvagem, no D40
e D60 nos tratamentos inoculados.

Quanto a concentracao de acido acético, para a silagem LB 90.14 nao diferiram
independente do periodo de abertura. Mas podemos notar que as maiores concentra-
cbes desse 4cido foram nas silagens que nao tiveram a EA quebrada (todas os peri-
odos de abertura do LB 90.14 e no D60 do LALSIL). J& para a concentracao de &cido
propidnico, observou-se o menor valor na silagem inoculada com LB 90.14 e aberta
apos 40 dias.

Analisando a populacdo de mofos na silagem LB 90.14 no D20 e D60, essas

apresentaram as menores populacées de mofos, comparadas as demais.

Tabela 7. Estabilidade aerdbia, perfil fermentativo, pH e populagédo microbiana de si-
lagens de milho de diferentes tempos de abertura inoculadas com diferentes cepas de
Lactobacillus buchneri, ap6s sete dias de exposi¢do aerbbia

TAP
Inoculante 2 D20 D40 D60
Estabilidade (h)
CON 35,96 Bc 37,16 Bb 41,6 Ba
LALSIL 54,79 Bb 117,91 ABb 168 Aa
LB 90.14 168 Aa 168 Aa 168 Aa
pH
CON 5,89 Aa 7,21 Aa 6,41 Aa
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LALSIL 6,07 Aa 4,82 ABb 3,73 Bb

LB 90.14 3,65 Ba 3,98 Ba 3,61 Ba
CHOs °(g kg™' MS)

CON 0,4 Bb 0,54 Ba 0,53 Ab

LALSIL 0,43 Bb 0,79 ABa 1,08 Aa

LB 90.14 1,04 Aa 0,71 Aa 0,63 Ab
LEV ¢ (log UFC g)

CON 9,34 Aa 8,95 Aa 9,11 Aa

LALSIL 9,34 Aa 7,84 ABa 5,65 Bb

LB 90.14 4,62 Ba 5,35 Ba 3,93 Bc

Acido latico (g kg"'MS)

CON 0,95 Bb 0,34 Bb 2,22 Ba

LALSIL 0,65 Bb 3,85 Aa 6,21 Aa

LB 90.14 5,29 Aa 3,25 Aa 3,99 ABa

Acido acético (g kg'MS)

CON 0,60 Bb 0,29 Bc 1,17 Aa

LALSIL 0,33 Bc 2,04 ABb 4,46 Aa

LB 90.14 7,41 Aa 7,26 Aa 6,94 Aa

Acido propionico (g kg''MS)

CON 1,65 Aa 1,95 Ab 2,28 Ab

LALSIL 1,53 Ba 2,15 Aa 4,83 Aa

LB 90.14 2,19 Aa 0,78 Bb 2,22 Aa
Mofos (log UFC g)

CON 5,08 Aa 6,35 Aa 6,03 Aa

LALSIL 4,19 Aa 4,01 Aa 2,03 Bb

LB 90.14 nd Bb 2,08 Aa nd Cc

aCON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.

bPeriodo de abertura, 20 dias; 40 dias e 60 dias ap6s a ensilagem.

¢ CHOs: carboidratos residuais; LEV: Leveduras.

Letras iguais mindsculas na linha e mailsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 0,05
de probabilidade para o erro tipo I.

Houve efeito de inoculante (P<0,001) e de tempos de abertura (P=0.0004) so-
bre a RMS. As silagens inoculadas apresentaram maior recuperagéo de matéria seca
(RMS) em relacédo a controle. Avaliando o efeito dos tempos de abertura, observou-
se maior RMS para as silagens armazenadas por 60 dias, comparada com as demais
(Tabela 8).

Tabela 8. Efeito do tempo de abertura e Inoculante sobre a Recuperacao de matéria
seca (g kg'MS) de silagens de milho com diferentes periodos de aberturas tratadas
com cepas de Lactobacillus buchneri

Inoculante © TA ¢

ltens @ CON LALSIL LB 90.14 D20 D40 D60
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RMS 89,32 b 93,70 a 96,18 a 91,85b 90,98b 96,36 a

2 RMS: Recuperacdo de matéria seca
® CON: silagem sem inoculante; LALSIL: Lalsil As.
¢Periodo de abertura, 20 dias; 40 dias e 60 dias ap6s a ensilagem.

4.4 Diversidade microbiana

Observou-se variagao na abundancia relativa da comunidade de microrganismos
na forragem antes da ensilagem e nas silagens. Apds a ensilagem, verificou-se a
abundancia relativa de alguns géneros fungicos, como Kazachstania, em todos TA
(20,40 d e 60 d). As silagens CON e inoculadas com LALSIL e LB 90.14 apresentaram
ocorréncia das espécies fungicas Kazachstania exigua e Kazachstania humilis (Figura
2a).

As silagens de milho aos D40 e D60 e inoculadas com LB 90.14, apresentaram
abundéancia relativa diversificada, enquanto as silagens de milho com D20
apresentaram a abundancia relativa da espécie fungica Kazachstania exigua seguida
de Kazachstania humilis (Figura 2a).

Em relacéo ao efeito de inoculante, independentemente do tempo de abertura,
também se verificou a presenca da espécie Kazachstania exigua (Figura 2b).
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Figura 2. Abundancia relativa da comunidade microbiana em nivel de género revelada
por amplificacdo do gene 16S rDNA de alto rendimento antes (DO, planta) e apés
ensilagem do milho, em fung¢do de inoculantes microbianos dentro dos periodos de
abertura 20 d, 40 d e 60 d apéds ensilagem (a), em funcao do efeito de inoculante (b)
e em funcdo do periodo de abertura (c). CONT, Controle (sem inoculante); LAS,
Inoculante comercial (Lalsil As (L. buchneri CNCM 1-4323; Lallemand, Brasil)).; BUCH,
Cepa L. buchneri90.14.

Nao houve efeito (P>0,05) para as analises de a-diversidade, com base nos
indices de Shannon e de Chao1, em funcéao dos tempos de abertura (Figura 3C e 3F).
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Por outro lado, quando analisamos as coordenadas principais (PCoA) da comunidade

bacteriana da silagem de milho, a nivel de género, notamos que houve efeito (P<0,05)

para as analises de B-diversidade (Figura 4).
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Figura 3. Alfa diversidade com base no indice Chao1 (A, B e C) e Shannon (D, E e
F). A e D temos a alfa diversidade para a comunidade microbiana em silagem de mi-
Iho, em funcao de inoculantes microbianos dentro do periodo de abertura 20 d, 40 d
e 60 d apds ensilagem (a, d), em fungéo do efeito de inoculante (b, €) e em funcéo
do periodo de abertura (c, f). CONT, Controle (sem inoculante); LAS, Inoculante co-
mercial (Lalsil As (L. buchneri CNCM 1-4323; Lallemand, Brasil)).; BUCH, Cepa L.
buchneri 90.14
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A

F-value: 1.9912; R-squared: 0.63899; p-value < 0.031
0.4

0.2

0.0

Axis.2 [22.9%)

-0.2

-0.25 0.00 0.25 0.50
Axis.1 [50.9%]

Figura 4. Andlise de coordenadas principais (PCoA) da comunidade bacteriana a nivel
de género para silagem de milho. Cores distintas conforme a legenda da figura indica
a dispersao dos tratamentos experimentais. 20d-CONT, silagem de milho controle 20
d para abertura; 20d-LAS, silagem de milho com inoculante comercial aos 20 d para
abertura; 20d-BUCH, silagem de milho com isolado Cepa L. buchneri 90.14 aos 20 d
para abertura.; 40d-CONT, silagem de milho controle 40 d para abertura; 40d-LAS,
silagem de milho com inoculante comercial aos 40 d para abertura; 40d-BUCH, sila-
gem de milho com isolado Cepa L. buchneri 90.14 aos 40 d para abertura.; 60d-CONT,
silagem de milho controle 60 d para abertura; 60d-LAS, silagem de milho com inocu-
lante comercial aos 60 d para abertura; 60d-BUCH, silagem de milho com isolado
Cepa L. buchneri 90.14 aos 60 d para abertura.

A abundéancia diferencial de taxons foi afetada (P<0,05) pelos inoculantes avali-

ados, em ambos os tempos de abertura (Figura 5).

Na silagem apés D20 de armazenamento, CON apresentou maior abundancia
diferencial de taxons para a género Candida, comparada com LALSIL, com predomi-
nio da espécie Gabrata, em comparacao a silagem controle (Figura 5A). Resultados
semelhantes foram observados nas silagens aos D40, para os inoculantes CON com-
paradas com LALSIL, que apresentaram também maior abundancia diferencial de ta-
xons para a género Candida, contudo, com o predominio da espécie Ethanolica (Fi-
gura 5C).

Ja a silagem com D20, D40 e D60 CONT, quando comparadas com LB 90.14
apresentaram maior abundancia para a género Papilotrema, com predominio da es-
pécie Flavescens, em comparagao a silagem controle (Figura 5B, 5D e 5F). Quando
observamos a silagem controle comparado com silagem com inoculante comercial,
D60 (Figura 5E), notamos maior abundancia para a género Pichia, com predominio
da espécie Membranifaciens.
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Figura 5. Espécies que aumentam (eixo Y, logFC > 0) ou diminuem (eixo Y, logFC <
0) a abundancia em silagem de milho em diferentes tempos de estabilidade aerdbica
(d20, d40 e d60), tratadas com in6culos de LAS (A,Ce E) e BUCH (B, D e F).

A predominéncia da abundéncia diferencial de taxons do género Candida, com
maior ocorréncia da espécie Ethanolica, também foi verificada ao se avaliar os efeitos
de inoculantes, independentemente do periodo de abertura (Figura 6), seguido de me-
nor predominio também do género Candida da espécie Gabrata. Ao se comparar a
abundancia diferencial de taxons, entre as silagens D20 e D40, verificou-se que houve
predominio do género Candida, com maior ocorréncia da espécie Ethanolica (Figura
6). Ja quando comparamos a abundancia diferencial de taxons, entre as silagens 40
d e 60 d, verificou-se que houve predominio do género Pichia, com maior ocorréncia
da espécie Mandshurica (Figura 6).
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5. Discussao

5.1. Composicao quimica, perfil fermentativo e populacao microbiana das
silagens

Os teores de MS e de CHOs na silagem diminuiram ap6s a fermentacao, como
resultado do consumo dos CHOs que sao convertidos em acido orgéanicos, juntamente
com formacdo de CO2 e agua, dependendo da rota metabdlica utilizada pelos
microrganismos envolvidos na fermentagdo (Duniére et al., 2013). Resultados
semelhantes também foram verificados por Li et al. (2020), ao avaliarem a dindmica
das comunidades microbianas e o perfil fermentativo em silagem de alfafa aos 7, 14,
28 e 56 dias apos ensilagem.

Os menores teores de FDN da silagem inoculada com LALSIL D40, comparada
ao CON e a LB90.14, possivelmente decorra da hidrélise acida da hemicelusose (Kéh-
ler et al., 2019; McDonald et al., 1991), uma vez que os inoculantes usados nao apre-
sentam enzimas fibroliticas em sua composigao.

O menor teor de PB na silagem de D60 comparada aquela de D20 e D40, pos-
sivelmente se deve a uma maior atividade proteolitica nessas silagens (Li et al., 2017;
Kung Junior et al., 2018). A maioria das transformacgdes das fragdes nitrogenadas ad-
vinda da proteina verdadeira ocorre devido a atividade enzimdtica da planta e as ati-
vidades microbianas. (Pordevic et al., 2019).

No presente estudo, silagens inoculadas com L. buchneri, tanto a cepa comer-
cial (LALSIL) como a selvagem (90.14) apresentaram, em geral, valores de pH mais
elevados, maiores concentragdes de acido acético, menores populagdes de mofos e
leveduras. Altos valores de pH para silagens inoculadas com L. buchneri tem sido
relacionado com a conversao do 4cido latico em acido acético e 1,2 propanodiol (Oude
Elferink et al., 2001), o que nao foi observado em nosso estudo.

O &cido acético é um acido mais fraco que o latico e, portanto, menos eficiente
em acidificar o meio (Kung et al., 2018). Contudo, independentemente do tempo de
abertura e inoculante, todas as silagens apresentaram pH abaixo do limite superior de
4,2, referéncia para silagens de boa qualidade (Kung et al., 2018). No presente estudo
a concentracdo de acido latico foi maior na silagem controle comparadas com as sila-

gens inoculadas, indicando a eficiéncia do uso do inoculante.
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A maior populagéo de BAL € nas silagens de D40 e D60 comparado ao de D20,
embora possa-se inferir que ambas as forragens apresentaram populagdes de BAL
da ordem de 5 log ufc/g, estabelecido por Muck (1996) como adequado para minimizar
as perdas por fermentacao no silo.

As maiores concentracdes de acido acético na silagem inculada com LB 45.22
e LB 90.14 inibiram a deterioragéo por mofos e leveduras (Driehuis et al., 1999; Nair
et al., 2020; Arriola et al., 2021), uma vez que, as leveduras sao assimiladoras de
acido latico e sao responsaveis por iniciar a deterioracéao aerébia nas silagens (Pahlow
et al., 2003). O acido acético possui agao antifungica maior que o acido latico, resul-
tante da diferenca de pKa entre eles. O 4cido acético possui pKa de 4,76, permitido
que ele fique na sua forma n&o dissociada na silagem, dessa forma ele se torna per-
meavel na membrana das leveduras e ao entrar na célula, o acido se dissocia libe-
rando proétons, causando acidificacdo do meio intracelular, levando a morte da leve-
dura por exaustdo energética ou desnaturagcdo de suas proteinas (Moon, 1983;
Stratford et al., 2013).

Todas as silagens avaliadas apresentaram concentracoes de N-NHs inferiores
a 10% do NT, o que permite classifica-las como de boa qualidade, com base em cri-

térios estabelecidos por McDonald et al. (1991) e Kung et al. (2018).

5.2. Estabilidade aerdbia

Segundo Muck et al. (2018) e Blajman et al. (2018), o L. buchneri € uma BAL
heterofermentativa muito usada para melhorar a estabilidade aerdbia em silagens, a
partir da produgcédo de acido acético, o qual possui atividade antifungica. No nosso
estudo, todas as silagens inoculadas apresentaram maior teor de acido acético aos
40 e 60 dias de armazenamento, e assim maior estabilidade aerdbia.

Todas as silagens inoculadas com LB 90.14, apresentaram populagdes de le-
vedura inferiores pressupostos por Kung et al. (1998) que estimaram que a estabili-
dade aeroébia pode atingir zero, quando a populagao de leveduras é > 6 log UFC g™
As leveduras geralmente séo tolerantes ao meio acido e utilizam além dos CHOs re-
siduais, o &cido latico como substrato para seu crescimento (Pahlow et al., 2003), o
que explica os maiores valores de pH da silagem CON D40 e LALSIL D20, bem como,
as menores concentracoes de acido latico.
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Além disso, as maiores concentragdes de acido acético na silagem inoculada
com LB 90.14, apoés sete dias de exposigao ao ar, foram suficientes para manter baixa
a populagéo de mofos e leveduras, refletindo em maior EA dessas silagens. Em revi-
sao, Borreani et al. (2018) observaram alta correlacao entre as perdas de MS e con-
tagem de mofos. Entretanto, no experimento realizado por Borreani et al. (2018), nao
houve diferencgas significativas para a RMS, diferente do nosso estudo que a recupe-
racao da matéria seca foi maior nas silagens inoculadas com LB 90.14.

A populacao de fungos abaixo de 2 log ufc/g ndo compromete a qualidade da
silagem, enquanto populagdes superiores a 5 log UFC g tornam as silagens propen-
sas a maior deterioracao aerébia (Borreani et al., 2018; Woolford, 1990). No nosso
estudo, a silagem COM em todos os periodos de abertura e a LALSIL D20 E D40

apresentaram valores superiores a este, refletindo em menor EA.

5.3 Diversidade microbiana

Houve variacao da abundancia relativa, ao se comparar amostras antes da
ensilagem com aquelas de suas respectivas silagens. A microbiota epifitica da planta
no campo varia em fungao das caracteristicas ambientais, como por exemplo, clima,
solo, temperatura, adubo e estagio de colheita, fatores esses que atuam em conjunto
e influenciam diretamente a populacao bacteriana epifitica da planta (Leandro et al.,
2019; Ren et al., 2020). Porém, apos a ensilagem, é normal que ocorra variacao da
abundancia relativa, devido as condicbes do meio mudarem drasticamente, com
predominancia de géneros bacterianos mais adaptados "as condi¢des de anaerobiose
e meio acido que o processo fermentativo proporciona (Muck et al., 2018; Ali et al.,
2020).

As espécies de leveduras mais abundantes em nosso estudo foram Kazachs-
tabia humilis, Kazastania exigua e Hannaella zeae. As espécies de leveduras mais
difundidas na massa fermentada foram Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania
humilis (anteriormente denominada Candida humilis), Kazachstania exigua, Pichia
kudriavzevii e Torulaspora delbrueckii. Todas essas espécies de leveduras fermen-
tam hexoses na auséncia e na presencga de oxigénio e, assim, convertem carboidra-
tos em etanol, diéxido de carbono e acido acético (De Vuyst et al., 2013; Lhomme et
al., 2015; Miche et al., 2016; Lhomme et al., 2016; Van Kerrebroeck, et al., 2017). De

acordo com Carbonetto et al. (2020), na presenca de oxigénio, essas leveduras sdo
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capazes de fermentar hexoses, se houver glicose suficiente, ou seja, sdo positivos
para producao de alcool. Além de culturas de K. humilis associadas com L. buchneri,
a quantidade de maltose que esta esgotada € maior do que nas monoculturas de L.
buchneri. Isto sugere que as culturas facilitam a absorcao e/ou hidrélise da maltose,
ou que as culturas diminuem a atividade da amilase e, portanto, a liberacdo da maltose
do amido.

Outras espécies presentem na silagem controle foram Candida glabrata e
Candida ethanolica, o que corrobora com estudo realizado por Morais (2019), que
identificou esses microrganismos em silagens de milho, apo6s 29 dias de fermentacao.
A Candida glabrata € um patégeno oportunista de grande relevancia, capaz de resistir
as defesas do sistema imune de hospedeiros e causar severas infecgdes (Silva et al.,
2012), sendo, portanto, um microrganismo indesejavel na silagem.

O indice de Shannon mede a equabilidade de distribuicdo de abundancias, ou
seja, estima o grau de incerteza em prever que um determinado género ou uma
determinada espécie pertencera a um individuo (tratamento/inoculante) escolhido ao
acaso, enquanto o indice de Chao1 estima o niUmero de géneros ou espécies raras
dentro de uma amostra (Tian et al., 2021). Logo, se a maioria dos géneros amostrados
pelos indices de Chao1 e de Shannon forem similares entre as amostras estudadas,
nao serao identificadas diferencas entre os tratamentos avaliados (Li et al., 2018).

Com base na andlise de abundancia diferencial entre taxons, € evidente que
o inoculante LB 90.14 contribuiu efetivamente para melhorias das caracteristicas
fermentativas das silagens de milho, devido a predominancia da diversidade

microbiana.
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5. CONCLUSOES

As cepas Lalsil e LB 90.14 foram eficientes em reduzir as popula¢ées de
leveduras e mofos, e melhorar a estabilidade aerdbia de silagens de milho, indicando
assim o grande potencial de uso da cepa selvagem LB 90.14 como inoculante na
producgéo de silagem de milho, em condigdes tropicais. A utilizacdo da cepa LB 90.14
também possibilita a abertura do silo apés 20 dias de armazenamento. Quanto a
diversidade microbiana, destaca-se a presenca das espécies Candida ethanolica nas
silagens avaliadas.
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